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滝 野 隆 久
マ ヤ リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ナ
ー ゼ (m atrix m etallopr otein a s e, M M P) は癌 の 浸潤 や 転移 に お い て 細胞外 マ ト リ ッ ク ス
(e xtr a c euular m atrix , E C M) を 分解す る重要な酵素である ■ 現在 ま で に 9種 の 異な る遺伝子 に よ っ て コ
ー ド される M M Pが 知
られ て い る . しか し, EC M の 複雑 な構成要素が効果的 に 分解 され る に は , さ ら に 未知の M M P が関与 して い る可 能性もあ
る . また , 不 活性型前駆体 M M P-2(前駆体 M M P-2) の 活性国子と して 細胞膜結合性の M M P が想定 され て い る ･ そ の 様 な未
知の M M P遺伝 子 を単離す るた め に , M M P間で よく保存 され て い る ア ミ ノ 酸配列 に 対応す る混合 プ ラ イ マ
ー を 用い て逆転写
p c R(rev ersetr an sc ribed-P C R, R T-P C R) 法を 行 う こ と に よ り , 様々 な阻織 で 発現 して い る M M P遺伝子の 増幅を行 っ た ･ 増
幅され た D N A断片を プ ラ ス ミ ドベ ク タ
ー に 挿入 し, 168ク ロ ー ン の D N A配列を解析 した ･ 11 2ク ロ ー ン は既知 の M M P遺伝
子であり , 胎盤覿織よ り得られ た 5 ク ロ ー ン ほ M M P遺伝子と相同性を持 つ 新 し い 遺 伝子 の CD N A断片 と思 われ た ･ こ の
｡D N A断片を プ ロ ー ブ と して ヒ ト胎盤 cD N Aラ イ ブ ラ リ
ー を ス ク リ ー ニ ン グ した 結 果 , 3･4k塩基対(bas epair･ bp) の
cD N A を得 た . 3.4 kbp の cD N A から ほ582ア ミ ノ 酸か らな る蛋白質が コ
ー ドされ るオ ～ プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が見 い 出 さ
れた . 予想 され る遺伝子産物 ほ既知の M M P と同様な ドメ イ ン 構造を 持ち , カ ル ポ キ シ ル 末端付近に 細胞膜を貫通す る の に 十
分な24の 疎水性 ア ミ ノ 酸 が連続 した 領域(細胞膜貫通構造) を有 して い た ･ こ の 様 な細胞膜貫通構造ほ既知 の 分泌塾 M M Pに は
存在 しな い . ゆ え に , こ の 遺伝子産物を膜型 M M P(m e mbr a n e ty pe
- M M P, MT- M M P)と命名 した ･ M T-M M P遺伝子産物 は
遺伝子導 入細胞か ら 63 kDa の 蛋白 と して 検出 され , 実 際 に 免 疫染色 に よ り 細胞表面 に 発現す る こ と が 確認 さ れ た
･
M T- M M P が膜結合性である こ とか ら前述の 前駆体 M M P-2活性化因子 と して の 機能を 検索 した ･ そ の 結果 , M T-M M P発現
に よ り前駆体 M M P-2 (66k Da) は 活性化中間体(64k Da)を 経て 活性型 M M P
-2(62k Da) に 変換 され る こ と か ら , M T-M M P が
こ の 前駆体 M M P-2 活性化困子で ある こ とが 示 され た ･
Key w o rds e xtra c ellula r m atrix(EC M), C a n Cer m etaStaSis. m atrix m etallopr oteina s e s(M M P),
m e mbra n c ety pe
- M M P(M T- M MP), gelatinaseA(M M P-2)
細胞外 マ ト リ ッ ク ス (extr a c euular rn atrix, E C M)は 癌細胞が
周 辺組織 へ と 浸潤する際の 物理 的障壁と して働 い て い る . 特 に
E C Mの 一 形態で あ る基底膜ほ癌細胞の 問質 へ の 浸潤 , 血 管 内
へ の 侵入 , 血 管外 へ の 浸出の 際に 重要な障壁と な っ て い る
= ､ 刃
癌細胞の 基底膜浸潤 に は ま ず癌細胞 が基底膜構成成分 に 接着
し , 続い て基底膜構成成分を分解 し最後 に 癌細胞が移動す ると
い う 3段階説5)6)が 唱え られ て い る .
E C M構成成分を分解す る酵素は数多く報告 され て い る が ,
な か で も マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ナ ー ゼ (m atrix m etallo-
protein a se, M M P) フ ァ ミ リ
q と 呼ばれ る酵素群 が癌転移 に 重
要で ある と考 え られて い る
T脾
. M M P は 不活性型前駆体酵素(前
駆体 M M P) と し て 細胞外 に 分泌 され る , そ の う ち 前駆 体
M M P-1/問質 コ ラ グ ナ ー ぜ一, 前駆体 M M P-3/ス ト ロ メ ラ イ シ
ソ ー110), 前駆体 M M P-9/ゼ ラ テ ナ ー ゼ Bll)は プ ラ ス ミ ン , トリ プ
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Abbr eviatio ns :B B S, B E S-buffered s alin e; B E S,
ba,S epair; B P
･B, bro m ophe n ol blu e; B S A, bo vin e
p yro c arbo n ate; D M E M, Dulbec co m odified Eagle
'
s
dithiothreitol; E C M, e XtraCellular m atrix ; F C S,
シ ン 等の セ リ ン プ ロ テ ナ ー ゼ な どiこよ り 活性型酵素 に 変換 され
う る こ と が報告 され て い る
12､■
. しか し , 前駆体 M M Pの 生体内
に おけ る活性化敏構 に は ま だ不 明 な点が 残さ れ た ま ま で ある .
現在 , M M P ほ異 な る遺伝子に よ っ て コ
ー ドさ れ て い る もの
が 9種報告 され て い る
13L
. しか し , E C M構成要素 の 複雑性を考
え る と , E C M を効果的 に 分解す るに ほ さ らi
/=新 しい M M P が
関与 して い る可 能性もあ る . また , 実際 に M M P活性 と して 報
告 され て い ても遺伝子 は末同定なもの も存在す る
tl)
. そ こ で 著
者ほ 以下 の よ う な方法 で新 しい M M P遺伝子の 同定を試み た ･
すな わ ち , M M P間で特徴的に ア ミ ノ 酸配列が保存さ れ て い る
領域に 着ヨ し, こ の 領 域に 対応す る混合オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを
作製 し た . ニ れ を プ ラ イ マ ー に 用 い て 逆 転写 P C R(re v ers e
tr a n s cribed-P C R, R T-P C R) 法15一を 行い , M M P遺伝子 を増幅す
る こ と に よ り新 し い M M P遺伝子 を 検索 した .
N, N-bisT(2-hydr o xyethyl)-2- a min o ethan es ulfo nic a cid; bp,
s e r u m albu min; Con A, C OnC an aV alin A; D E P C, diethyl
m ediu m ; d N T P, deo xyribo nu cle otide triphosphate;･D T T･
fetal c alf s er u m; G A P D H,. glyceraldehyde
-3- phosphate
M T-M M Pの 遺伝子単離 と機能解析
対象お よび方法
Ⅰ . 細胞培養
1 . 使用細胞 とそ の 培養条件
使用 した 培養細胞の うち ヒ ト ロ腱扁平上皮癌 O S C-1 9細胞は
当教室 よ り , ヒ ト線稚肉腫由来 H T l O80細胞 , ヒ ト骨 肉腫由来
U-20S細胞 , S K-E S-1 細胞 , ヒ ト膀胱癌 T 24細胞 , ヒ ト喉頭
癌 H EpT2 細胞 , ヒ ト胃 癌由来 K K L S細胞 , N K P S細胞 ,
M K N 28細胞 , ヒ ト 肺癌 P C-3 細胞 , ヒ ト 悪 性黒色腰由来
A 375細胞 , ヒ ト単核球白血病由来 U 937細胞 , ヒ ト胎児線椎芽
細胞 H E L細胞 , マ ウ ス 線 維芽細胞 NI H 3T 3細胞 , S V 40に て
形質転換 され た ア フ リ カ 線サ ル 腎臓細胞 C O S-1 細胞 は 全 て 金
沢大学が ん 研究所 ウ イ ル ス 部清木教授よ り供与 され た . 以上 の
細胞ほ 全て 5 %牛胎仔 血清(fetal c alfse r u m, F CS, Hyclo n e,
Utah, U S A) 加ダ ル べ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 (Dulbe c c o
m odified Eagle
'
s m ediu m, D M E N)( 日水 , 東 京) に て 37℃,
5 % C O2 存在下 で 培養 した .
Ⅰ . R T- P C R法
1 , 全 R N Aの 抽出
直径 1 5c m の 細胞培養用 デ ィ シ ュ (F A L C O N, Ne w Jers ey,
U S A) に て 細胞が は ぼ 一 面に 増殖 した時点 で , 10m M リ ン 酸緩
衝液(pho sphate-btlffered s alin e, P B S) に て 2 回洗浄 し , 10ml
の D液 (4M グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト , 25m M ク エ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム , 0.1M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.5 % N- ラ ウ ロ イ ル サ
ル コ シ ソ 酸 ナ ト リウ ム) を加 えて 十分に 懸濁 した . 懸濁 し た 材
料 に , 1/10容量の 2 M 酢酸ナ ト リ ウ ム , pH4.0, 1 容量 の 水飽
和 フ ェ ノ ー ル , 1/5容量の ク ロ ロ ホ ル ム ー イ ソ ア ミ ル ア ル
コ ー ル 49:1 混合液を順次加 え , 添加 ごと に 混和 して15分氷冷
した
. 遠心 分離 した水層(上層)に 等量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加
え , よく 混和 して - 20 ℃ で 1時間放置 した . 4 ℃, 丑000rp 町
20分速心 して 上清 を捨 てた 後 , 沈殿 を 0.5rnlの D液で 十分溶解
して 等量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加え て 前述 の よ う に R N Aを沈
殿 させ た ･ 沈殿 を ジ ュ チ ル ピ ロ カ ル ポ ネ ー ト (diethylpyr o c ar-
bo n ate , D E P C)処 理 蒸留水に て 溶解 し, フ ェ ノ ー ル 抽 出, エ タ
ノ ー ル 沈殿 を行 っ た . R N Aの 沈殿を D E P C処 理 蒸留水 で 溶解
して 260n m の 吸 光度を測定 し総 R N A濃度を測定 した .
2 . 試験管内 cD N A合成
Ⅲ-1 . で抽出 した R N Aを鋳型 と して cD N A合成を行 っ た .
す な わ ち , R N A 2FLg を 70 ℃で1 0分変性 さ せ た 後 , [50m M
Tris-H Cl, pH 8,3, 75m M 塩化 カ リ ウ ム (K Cl), 3m M 塩化 マ グネ
シ ウ ム (MgCl2), 0･5m M デオ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸
(de o xyribo n u cle otide triphosphate, d N T P), 5m M ジチ オ ス レイ
ト ー ル (dithiothteitol,D T T),50ng ラ ン ダ ム ヘ キサ マ ー , 1 0単位
R Na s e 阻害剤 , 20 0単位 ス ー パ ー ス ク リ プ ト (GIB C O B R L,
Gaithe rsbu rg, U S A)】20pl の 中 で 室温 に て1 0分 , 続 い て ,
37℃ で 1時間逆転写反応を行 い CD N Aを作製 した .
3 . P CR 反応
1-2･ の 試料 1iLl を鋳型と し P C R法 に て ヒ ト M M P遺伝子
断片 の 増幅 を行 っ た . 図 1 に 示 す よ う な プ ラ イ マ ー と Taq
dehydroge n ase; H R P, hors eradish pero xidase; M MP,
propan es ulfonic acid; P B S, phosphate-buffered salin e;
3
D N A ポリ メ ラ ー ゼ (Pr o m ega, Madis on, U S A) を用い P C R反
応を行 っ た . 一 検体 5恥1に て熱変性を 93℃ で 1 分, ア ニ ー リ
ン グ反応を 55 ℃ で 1分 , 伸長反応を 72℃ で 1 分行 い , こ れ を
1 サ イ ク ル と して30サ イ ク ル 繰 り返 した . な お , 効果的な サ ブ
ク ロ ー ニ ン グを 行うた め , CD N Aの 5
'
側 オ リ ゴ D N A プラ イ
マ ー に は Ba mHI認識配列を , 3
'
側オ U ゴ D N A プラ イ マ ー に
は Ec oRI認識配列 を 5
'
末 端 に 持 つ よ う に D N A合成 機
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- CA G R^R m YW Y G G V YT RV M N VW R A C D G G.
5P･2
.
S'･C C M M GVT G Y S G V R WB C C W G A.
5P･3,5
'
-T A Y A C D C V A G A YITG C .
5P- 4, 5
'





-R T CA AA DG GR TA N NHG T CBCC AT G.
3P･2
.
5l-YTCRTS N T C RTC RAA RT G R R H R T CY CC.
3P-3
.
5'･C C CAD V GMR T G G C C R A D YT C ATG.
Fig･l･ P CR prim e rsfor M M Pge n e a mplific ation . Partial
a mino a cids s equ e nce s of M M P fa mily m embe rs are
align ed a nd c o n s er v ed a min o a cids areindic ated by
asterisks･ M M P-1, inter stitial c o11a,ge n aS e; M M P-2,
gelatin a seA; M M P-3, Sr O m elysin l; M M P-7, m atrilysin;
M M PT8, n e utr Ophilc ollage n as e; M M P-9, gelatin a seB;
MMPTlO, Sr O m elysin 2; M M P-11, SrO melysin 3; M M P-12.
hu m an m ac r ophage m etallo elasta se(H M E). Numbering oL
a min o a cids were asthey ap pe ared in the orlg n alpape rs
a nd o nIy N-a nd C-ter min al a min o acid n u mbe rs ar e
indic at ed･ T he a min o acid sequ e n c ededu c ed fr o m the
M M P-Xl fr agm e nt is indic ated at the botto m a nd
C O n S er V ed amin o a cids with other M M Ps ar e u nderlin ed.
Co n s er v ed r egio n s w e re sele ct d and dege n e rate P C R
Prim ers(indic ated by holiz o ntalarro ws) w er ede sign ed.
Fou r w er ethe 5
'
TPrim ers(5 P-1 to 5 P-4) c orrespo nding to
the s equ en ces s ur ro u nding the c o n s er v ed P R C G V P D, a nd
thr e e w er ethe 3
'
-prim er s(3P-1 to 3 P-3)c orre sponding to
the c atalytic e n zym e po rtio n s. A b br e viatio n s :R = A or
G; Y = C or T; W = A or T; S = C or G; M = A or C;
B = C o r G or T; D = A or G or T; H = A o r C o r T;
V = A orC o rG; N = A orC o rG orT .
m atrix m etalloprotein as e; M O P S, 3-N- M orpholin o-
P M S F, phenylm ethyles ulfonyl fluoride; R T- P C R,
妻
re vers etra nscri bed- P C R; T P A, 12- 0-tetrade can oylpho rboト13- aCetate; T E, Tris E D T A; TIM P-1, tissue
inhibitor of m etalloprotein ase-ty pe l
4し, 260n m の 吸光度を測定 して 2 0〃M に 調製 した もの を 使用 し
た .
Ⅲ . R T- P C R産物の 検討
1 . サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
RT-P C R産物 20FLl を10% P A G Eに よ り分離 し, M M P遺
伝子 か ら増幅 され る こ と が予想 され る長さ の CD NA を ゲ ル よ
り抽出 した . こ の CD N A を制限酵素 Ec oRI (制限酵素額 はす べ
て 宝酒造 , 京 都を 用 い た), Ba mHI で処 理 し , 同 じく Ec oRI,
Ba mHI で切断 さ れ た プ ラ ス ミ ドベ ク タ
ー ブ ル ー ス ク リ プ ト(東
洋紡 一 大阪) に 挿入 した .
2 . プ ラ ス ミ ドの 少量調製
Ⅲ-l. で 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド で 形 質転 換 さ れ た 大腸 菌
H BlOl 株 を 2倍濃度 YT 培地[ト リ プ ト ン 16g, イ
ー ス ト エ キ
ス ヤ テ ク ト 1 0g, 塩化 ナ ト リ ウ ム (NaCl)5g, ア ン ピ シ リ ン
50m g/1, pH7.6]3ml に て 37 ℃1 12時間培養 した ･ 培養終了私
達 心 に て 集 菌 し , 沈 殿 を [50m M Tris-H Cl,1 0m M E D T A,
1 00pg/mlR Nas e, PH 8･0]0･3ml で懸濁 した ･ 懸濁液 に ア ル カ リ
溶液[20m M 水酸化ナ トリ ウ ム (NaO H), 1 % S D S]0･3mlを 加
えて室温で 5分間放置 し て 細胞質を溶解 し た ■ こ の 混 合液 に
3M 酢酸 カ リ ウ ム , pH 5.5, を 0･3ml加え て10分氷冷 して 液を 中
性化 し, 遠 心 し て 沈殿 を除去 した 軋 上清を QI A G E N
-tip20
(QI A G E N, Chats w orth, U S A) カ ラ ム に 重層 した ･ プ ラ ス ミ ド
が 吸 着 した カ ラ ム を 1 M NaCl,50m M 3-N- モ ル ホ リ ノ ー プ ロ バ ン
ス ル ホ ン 酸 (3q N-M orpholin o-pr Opa neS ulfonic a cid, M OP S),
15 %エ タ ノ ー ル , pH 7.0 に て 2 回洗浄後, 1･2 5M NaCl,5 0mM
Tris-HCl,1 5 %エ タ ノ ー ル , PH 8.5 に て プ ラ ス ミ ドな溶出 した ･
プ ラ ス ミ ド溶 出液 に 等量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加え て 良く 混和
し, 15.000rpm , 30分速心 して プ ラ ス ミ ドを沈殿 さ せ た ･ プ ラ ス
ミ ド の 沈 殿 を Tris E D T A(T E) (1 0mM Tris
- H Cl, 1m M
E D T A, PH 8.0) で 1m g/ml の 濃度 に 溶解 した ･
3 . D N Aシ ー ケ ン ス
上 記 の ご とく調製 した プ ラ ス ミ ド D N Aを ア ル カ リ変性 し,
[35S]dA T P(Am e rsha m, Bu ckingha m shir e･ U K) と シ
ー ケ ナ ー
ゼ ･ J( - ジ ョ ン2.0キ ッ ト (U S B, Cle v ela nd, U S A) を用 い て ジ
デ オ キ シ 法 で塩基配列 を決定 した .
Ⅳ . M M P- Ⅹ1 遺伝子の ク ロ ー ニ ンゲ
1 . プ ロ ー ブの 作製
P C R法で 増幅された M M P-Xl遺伝子断片 25ng を マ ル チ プ
ラ イ ム ･ ラ ベ リ ン グ ･ キ ッ ト (A m ersha m) に て [α-
32
p]d C T P
(A m ersha m)を 用 い て標識 し , 2･0-5･O C P M/pgの 比活性 を持 つ
プ ロ ー ブを得 た .
2 . 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ
ヒ ト胎盤 入gtllcD NA ラ イ ブ ラ リ ー (Clo nte ch, Palo Alt o,
U S A) を 4×10
4
プ ラ ー ク形成単位/15cm プ レ ー トの 濃 度に S M
(100m M NaCl, 10m M 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム , 50m M Tris
･ HCl･
0.01 %ゼ ラチ ン , pH 7.5)に て 希釈 した . 希釈フ ァ
ー ジ 溶菌液を
37 ℃で12時間培養 した大腸菌 YlO90株に 37 ℃ で1 5分間感染
させ , 0.7 %ア ガ ロ
ー ス ー 2倍渡度 Y T培地と混和 L, 15c m プ
レ ー トに予め 播 い て お い た L B培地上 に 播 い て 37℃ で12時間
培養 し た . フ ァ
ー ジ D N Aを ハ イ ポ ン ド N メ ソ ブ ラ ン
(A m ersha m) に 転写 し , 転写後 の メ ソ ブラ ン を室温 に て変性溶
液(1.5 M NaCl, 0.5M NabH)で 1 分間処理 し, 続い て 室温に て
中和溶液(1.5 M NaCl, 0.5 M Tri-H Cl, pH 7･5) で15分間処理 し
た . 処 理 後 の メ ソ ブ ラ ン を ラ ビ ッ ド ハ イ プ リ バ ッ フ 7
野
(A m ersha m) に て 3時 間プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン した ･ プ
レ ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ 後 , Ⅳ-1 の プ ロ ー ブ を加 え , 65 ℃ で
12時間反応 させ た . 反応の 終了 した メ ン ブ ラ ン を まず 2倍濃度
SS CTO.1% S D Sに て 室温 で 洗浄 し , 0.2 倍 濃 度 S S C-0･1 %
S D Sに て 55 ℃で30分間の 洗浄を 2 回行 っ た . 洗浄後の メ ソ ブ
ラ ン は - 80 ℃で12時間の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た ▼
3 . 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ
ー 次 ス ク リ ー ニ ン グの 結果か ら , 陽性プ ラ
ー ク を 1 0-100 プ
ラ ー ク形成単位/1 0c m プ レ ー ト の 濃度 に S Mに て希釈 し ,
一 次
ス ク リ ー ニ ン グ と 同様 な方法 で ス ク リ ー ニ ン グを 行 っ た .
4 . フ ァ ー ジ D N Aの 大量調製
二 次 ス ク リ ー ニ ン グの 結 果か ら , 陽性 プ ラ
ー ク の フ ァ ー ジ
D NA の 大量調製 を行 っ た . す なわ ち , 陽性 プ ラ
ー ク の フ ァ ー
ジを Ⅳ-2 で行 っ た よ う に LB 培地上 に 播き 37℃ で12時間培養
した . 培 養乳 SM で フ ァ ー ジ を溶 出して 高濃度の フ ァ
ー ジ溶
菌液を得た . こ の フ ァ ー ジ 溶菌 液 に 37 ℃で12時間培養 した
Y lO90株を感染 させ , 250mlの 2倍濃度 Y T培地 に て12時間振
返培養 した . 培養液を 10,000rpm , 10分速心 して 沈殿物 を除去
し , ニ の 上 清 を 1 0 % ポ リエ チ レ ン グ リ コ
ー ル ー6,000, 1 M
NaClと な る よ う調製 し , 1 時 間氷冷 した . 水 冷後 , 10,000
rpm , 30分速 心 して 上清を捨て , 沈殿物を S M で溶解 して 濃度
勾配塩化 セ シ ウ ム 溶液に 重層 し , ペ ッ ク マ ン S W 40 Tiロ
ー タ ~
に て 2 0 ℃, 35,000rpm , 4 時 間遠心 し た . 遠 心後, フ ァ
ー ジ
D N A分画を慎重に 回 収 し , ペ ッ ク マ ン S W 50iロ
p タ 一 に て
20 ℃, 35,000rpm , 2時 間遠心 した . 沈殿を S M に て 溶 解後 ,
フ ェ ノ ー ル 抽 出 , エ タ ノ ー ル 沈殿 を 行 い フ ァ
ー ジ DN A を
TE で溶解 L た.
5 . フ ァ ー ジ D N Aの 解析
上 記で 得 られ た フ ァ ー ジ D N A をク ロ
ー ニ ン グ 部位 で ある
Ec｡RIで 切断す る と 3 A k塩基対 (ba s epair, bp) の cD NA が 得
られ た . こ の D N A断片を プ ラ ス ミ ド ベ ク タ
ー ブ ル ー ス ク リ プ
ト へ 挿入 し シ ー ケ ン ス 反応を 行 っ た ･
Ⅴ . 膜型 M M P(m e mbr a n ety pe - M MP, MT
- M M P)遺伝子
発現 の解析
1 . ノ 【 ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法1 6
､
一 検体 に つ き 10鵬 の R N A を 用い , こ れ を 50 %ホ ル ム ア ミ
ド (ナ カ ラ イ テ ス ク , 京 都), 17･5 % の ホ ル マ リ ン を 含む 2 %
M O P S. pH 7.5 に 溶解 し 65 ℃で10分間反応させ た 後 , 1･0 %ア
ガ ロ ー ス ゲ ル で 2 % M O PS 中に て 電気泳動を行 っ た ･ 泳動終 了
後 の ゲル を ハ イ ポ ン ドN メ ン ブ ラ ン (A m ersham)に 転写し た ･
転写後 の メ ン ブ ラ ン は U V ス ト ラ タ
ー リ ン カ ー 180 0(フ ナ コ
シ , 東京)を 用 い て 波長 2 54n m の 紫外線1 20 0マ イ ク ロ ジ ュ
~ ル
を 照射 し, R NA を メ ン ブ ラ ン に 固定 した t こ の メ ン ブ ラ ン と
ヒ ト組織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト メ ン ブ ラ ン (Clo nte ch)を 50 %ホ ル
ム ア ミ ド , 4倍濃度 S S C, 5倍 濃度デ ン ハ ル ト液[0･2 % ポリ ビ
ニ ー ル ピ ロ リ ド ン , 0.2 % 牛血 清 ア ル ブ ミ ン (bovin e se ru m
albu min , B S A), 0.2 % フ ィ コ
ー ル], 0.1 % S DS, 20pg/ml変性 サ
ヶ精 子 D N A(ベ ー リ ン ガ ー ･ マ ン ハ イ ム 山之内 , 東京) か ら な
る プ レ ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 液 10ml と 42 ℃で 6時間反応
させ た . 反 応後 こ の 液 を捨 て , Ec oRI で切 り出 され る 3A k bpの
M T-M M PcD N A を 上記 の 方法 で標識 した プ ロ
ー ブを 1ml の
プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液に 加え た もの と メ ソ ブ ラ ン を16
時間反応 さ せ た . 反 応 終了 後 , フ ィ ル タ
ー を 2 倍 濃度
s s c-0.1 % S DS にて 室温で 洗浄 し ,･ 0.2倍濃 度 S S C
-0･1 % S DS
M T-M M Pの 遺伝子 単離と機能解析
に て 55℃ で30分間 の 洗浄を 2 回行 い , 12時間の オ ー ト ラ ジ オ
グ ラ フ ィ ー を行 っ た .
Ⅵ . M T- M M P遺 伝子 産物の同定
1 . 遺伝 子導 入
Ec oRIで 切 り出 され る 3.4k bp の M T- M M PcD N A を発現 プ
ラ ス ミ ド pS G-5(東洋紡)に 組み 込み , プ ラ ス ミ ドの 少 量調製と
同 じ方法で 2倍濃度 Y Tを 250mlで , QIAGE N-tip50 を使い
プ ラ ス ミ ドの 大量調製 を行 っ た . プ ラ ス ミ ドの 沈殿ほ T Eに て
1m g/mI の 濃度 に 溶解 した .
遺 伝子 産物 の 解析 に 用 い る細胞 は 35m m プ ラ ス チ ィ ッ ク
デ ィ シ ュ (F A L C O N) に 約 1.0×1 05個/mlの 濃度で 5 % F CS加
D M E M 2ml に て 37℃ , 24時 間培養後, Che n らの リ ン 酸 カ ル
シ ウ ム 法 変法-7) に て 遺 伝 子導 入 を 行 っ た . す な わ ち ,
M T- M M P, Ⅰ 型 メ タ ロ プ ロ テ ナ ー ゼ 紅 織 阻害因子 (tis s u e
inhibitor of m etallopr otein a s ety pe-1, TI M P-1) 発現プ ラ ス ミ ド
D NA お よ び 対照 と し て pS G-5 プラ ス ミ ド D N A計 2FLg を
0.25 M塩化 カ ル シ ウ ム (CaC12)60/ム に 混和 し , そ の 混合液に 2
倍濃度 N, N ゼス (ー2～ヒ ド ロ キ シ ュ チ ル)-2一ア ミ ノ ー エ タ ン ス ル ホ
ン 酸 [N, N-bis-(2-hydr o xyethyl)-2-a min o- etha n es ulfo nic a cid,
B E S】緩衝液(B E S-buffer ed s alin e, B B S)(280m M NaCl, 50m M
B ES, 2.8m M リン 酸水素ニ ナ トリ ウ ム , PH7.9)62,5pl を加 え ,
室温 で15分間静置 した後 , 上 記培養細胞 に 加え C O2 濃度3 % の
条 件下 に て 37 ℃, 2 4時 間培養 した . 培 養後 , ハ ン ク ス 液
(Ha nks bala n c ed s alt s olutio n) に て 2 回 洗浄 し , 5 % F CS加
D M E M 2ml で 37℃ , 24時間培養 した .
2 . 免疫沈降法
M T-M M P, TIM P-1 発現 プ ラ ス ミ ド お よ び 対 照 と し て
PS G-5 プ ラ ス ミ ドを遺伝子導入 した C O S-1 細胞を ハ ン ク ス 液
で 2 回洗浄 し , メ チ オ ニ ン 無 D M E Mに[35S] 標識メ チ オ ニ ン を
加え た培養液 で 3時間培養 してそ の 産生物を標識 した . 細胞を
P B Sに て 洗浄後, 細胞溶解液[50m M Tris-H Cl, pH7.4, 5m M
E D T A. 50m M NaCl, 2.25m M D T T, 0.02 %ア ジ化 ナ ト リ ウ ム
(NaN3), 0.5 %ノ ニ デ ッ ト(No nidetP-40, N PL40),5p g/mlフ ッ 化
フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル (phe nylm ethyls ulfonyl flu oride,
P M S F)]に て 溶解 し, 1 0,000rpm , 10分遠心 に よ り不溶物を除去
した . 培養上清も遠心 に よ り沈殿物 を除去 した . 遠心 に て 精製
した 細胞溶解質 お よ び培養上清を抗 M T-M M P抗体 (11 3T5B 7,
114-1 F2, 118T3B l), 抗 TI M Prl 抗体 (α-TIM P-1)(富 士 薬品工
業 , 高岡) ある い ほ コ ン ト ロ ー ル の 抗体 を用 い 4℃ で16時間免
疫沈降 させ た . 免疫複合体を プ ロ テ イ ン A セ フ ァ ロ ー ス 粒 子
(P har m a cia, Up ps ala, Sw ede n) に 吸 着させ , 洗浄 した 後∴試料
溶解液[5 0m M Tris-H Cl, pH 6.5, 10 % グリ セ ロ ー ル , 2 % S D S,
2 % 2-メ ル カ プ ト ニ ク ノ ー ル , 0.1 % プロ ･モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー
(br o m ophe n oI blu e, B P B)] で 溶出 して 1 0 % S D S†P A G E を行 っ
た . 泳動後, ゲ ル を乾燥 して1 2時間オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー を
行 い , 細胞産生物 を検討 した .
3 . 免疫染色
M T-M M P発現 プ ラ ス ミ ドお よ び 対照 と し て pS G-5 プラ ス
ミ ドを チ ャ ン バ ー ス ライ ド (Nu n c, Nape rvi 11e, U S A)上 で 培養
した C O S-1細胞 に遺伝子導入 し た . 遺伝 子導 入後 の 細胞 を
P B S-3 % B S Aにて 3 回洗浄 し, 抗 M T-M M P抗体(11 3-5B 7)
を 5pg/ml含む P B S-3 % B S Aに て 37℃ , 40分間培養 した . 培
養後 , 細胞を P B S-3 % B S Aで 3回 洗浄 して ア セ ト ン に て 固定
し , 1,5 0 0倍 希釈 の フ ル オ レ セ イ ン イ ソ テ オ シ ア ネ ー ト
5
(flu o re sc ein isothio cya n ate, FI T C) 標識抗マ ウ ス IgG (Cappel,
We stC he ster, US A)で 37 ℃, 30分間反応 させ て M T-M M Pの
発現を観察 した .
Ⅶ . M T- M M P のゼ ラチ ナ ー ゼ へ の影響
1 . ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー
材料を試料溶解液(50m M Tris- H Cl, pH 6.5, 1 0 % グ リセ ロ -
ル , 2 % S D S,0.1 %B P B)と混和 して 0.1 %ゼ ラ チ ン を含むゲ ル
で S DS-P A G Eを行 っ た . 泳動終了後 , ゲル を 2.5% †ライ ト
ン ーX に て30分間室温で 2回洗浄 し , 反 応液(50m M Tris-H Cl,
pH7･5, 150m M NaCl, 10m M CaC12, 0.02 % Na 3) に て 37℃ ,
24時間反応 させ た , 反応後 , ゲ ル を染色液【30 %エ タ ノ ー ル ,
10 %酢酸 , 0.3 % コ ー マ ス ブリ リ ア ソ ト ブ ル ー G-250(Sigm a,
St. Lo uis, U S A)]にて 室温 で 5時間染色 し, 30 %エ タ ノ ー ル ,
10 %酢酸に て 脱色 して ゼ ラ チ ン 分解能を観察 した .
Ⅷ . M T- M M P遺伝子導入細胞の膜分画 の解析
1 . 細胞膜分画の 調製
M T- M M P発現プ ラ ス ミ ドお よ び対照と して pS G-5 プラ ス
ミ ドを 遺伝子導入 した C O S-1細胞 を P B Sに て 2 回洗浄 し混和
液(25m M Tris- H Cl, PH7.4, 50m M NaCl, 8.5 % シ ョ 糖)に て 回
収 し, ホ モ ジ ナ イザ 一 に て細胞を 破壊 した . 細胞溶解液を ペ ッ
ク マ ン S W 50iロ ー タ ー に て 4℃, 40,000rpm , 2時間遠心 した
後 , 沈殿を混和液に て 混和した . こ の 混和液を濃度勾配 シ ョ 糖
溶液 に 重層 し て ペ ッ ク マ ン S W 40Tiロ ー タ ー に て 4 ℃,
40,000rpm , 12時間遠心 した . 細胞膜分画を採取 し, ペ ッ ク マ ン
S W 50iロ ー タ q に て 4℃, 40,000rpm , 2時間遠心後 , 沈殿を
2 5m M H E P E S/K O H, 0.1m M CaCl2 に て溶解 した .
2 . ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法
Ⅷ-1. で 得た細胞膜分画 20〟g を Ⅵ-2 の 試料溶解液 で 溶解
し , S D S-P A G E を行 っ た . 泳 動後の ゲ ル を ハ イ ポ ソ ト E C L
フ ィ ル タ ー (Am ersha m) に 転 写 し , T B S(20m M Tris-H Cl,
pH 7.6,137mM NaCl) 加3 % B S Aに て室温 で l時間ブ ロ ッ キ ン
グ した ∴続い て , フ ィ ル タ ー を抗 M T-M M P抗体を 5p g/ml含
む T B S-3 % B S Aに て 室温で12時間反応さ せ た . 反応後, フ ィ
ル タ ー を P B S-3 % ス キ ム ミル ク (Gifc o, Detr oit, U S A)で 洗浄
し て 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (hors er adish per o xidas e,
H R P)結合抗 マ ウ ス IgG(Cap pel)5p g/mlを 含む P B Sr3 %ス キ
ム ミ ル ク で 室 温 に て 1 時 間反応 さ せ た . フ ィ ル タ ー を
P B S-3 % ス キ ム ミ ル ク で洗浄 した後 , E C L ウェ ス タ■ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ検知液(Am ersha m) で 反応させ , 1分間オ ー ト ラ ジオ
グ ラ フ ィ ー を行 っ た .
成 績
f . M T- M MP 遺伝子の単離
1 . プ ライ マ ー の 設計
M M P間 で ア ミ ノ 酸配列の 保存性 が高い プ ロ ペ プチ ド, キ ャ
タ リテ ィ ッ ク エ ソ ザ イ ム ドメ イ ン に 着 目 し , そ の 中で 最も保存
性 の 高い 7部位を選択 した . こ の 7部位に 対応す る混合プ ラ イ
マ ー を 図1 の よ うに 設計 し, D N A合成磯 に て 合成 した .
2 . M M P遺伝子の 増幅
ヒ ト 生検材料(胎盤, 口腔悪性黒色腰 , 肺腺痛)と ヒ ト紳胸株
[H TlO80細胞, 12- 0- テ ト ラデ カ ノ イ ル ホ ル ポ ー ル ー13-ア セ タ ー
ト (1 2qO-tetr ade c a n oylphorbol-13-a C etate, T P A)2 4時間処理
U 937細胞] よ り抽出 した R N A か ら作製 した cD N A を鋳型と
して 7通 りの プ ラ イ マ ー の 組み 合わ せ (5P-1/3P-2, 5 P-2/3 P-1,
65P-2/3P-2, 5 P-3/3P-1, 5P-3/3P-2, 5P-3/3P-3, 5P
-4/3P-2) で
p c R を行 い , M M P遺伝子 を 増幅 した ･ P C R産物 を10 %
p A GE する こ と に よ り , M M P遺伝子断片と して 増 幅さ れ る こ
と が 予想 され る 長 さ (5P-1/3P-2, 400bp; 5 P-2/3P-1･ 250bp;
5P-2/3 P-2, 330bp; 5P-3/3P-1, 180 bp ;5P-3/3 P
-2･ 260bp;
5P-3/3P-3, 340bp ;5P-4/3 P-2, 140bp)の D N A断片を ゲ ル よ り
抽出した . こ の D N A断片を プ ラ ス ミ ド
ベ ク タ ー へ サ ブ ク ロ
ー
ニ ン グ して そ の 塩 基配列を決定 して 既知 の M M P遺伝 子 と比
軌 検討 した . 表 1 に 示 した よ うに , ク
ロ ー ン 化 した168ク ロ ~
ソ の うち112ク ロ ー ン ほ 既知 の M M P遺伝子で あ り , ゼ ラ チ
ナ ー ゼ A/M M P-218)(4 6ク ロ ー ン), M M P-1(3 8ク ロ
ー ン ),
M M P-3(17ク ロ M ソ), M MP-9(6 ク ロ
ー ン), ス ト ロ メ ラ イ シ




ー ン) と計 7種頼 の M M P遺伝子 に 由来する も の で あ っ た ･
また , 51ク ロ
ー ン は M M P遺伝子 と相同性 を示 さな か っ た ･
~
Tablel. MMP ge n e s arnpli【ied by RT･P C R
九 胎盤組織を 用 い て プ ラ イ マ
ー 5P-2/3P-2 で増幅 され た 5 ク
ロ ー ン (430bp)は , 既知の M M P遺伝子と 40
- 50% の 相同性
を有 して い た . こ の CD ＼A断片(M M P
- Xl遺伝子断片)か ら予
想 され る ア ミ ノ 酸配列に は M M P間で保存性 の 高 い ア ミ ノ 酸
が よく保存 され て い た ( 図1). 既知の M M P と の 相同性 は ▲
M M P-1, 50 %; M M P
-2
,
48 %; M M P-3, 52 %; M M P-7･ 44 %;
M M P-9, 48 %; ス ト ロ メ ラ イ シ ソ 3ー/M M P-1120), 43%; マ ク ロ
フ ァ ー ジ ェ ラ ス タ 【 ゼ/M M P-1 221), 52 % であ っ た ･ 以上 よ り ′
M M P-Xl 遺伝子 断片は新 しい M M P をコ
ー ド して い る可 能性
が示 唆 され た .
3 . M M P-Ⅹ1 遺伝子 の 単離
M M P-Ⅹ1 遺伝子 断片 が胎盤阻織 よ り得 られ た こ と か ら , ヒ
ト胎盤 cD NA ラ イ ブ ラ リ
ー を こ の 遺伝子断片 を プ ロ ー ブ と し
て ス ク リ ー ニ ン グ した . そ の 結 果 , 3.4kbp の CD N A(M M P
-
xl 遺伝子)の 単離 に 成功 した ･ こ の CD N A か らは582ア ミ ノ 酸
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Fig. 2･ Nu cle otide s equ en c e of M M P
- Ⅹ1 cDN A a nd the dedu c ed a mino acids equ e n c e･ T he e ntire n ucle otide s equ e n c e of
3 A-kbp M MP
- XIcD N A fr agm e ntis pr ese nted and the lo ngest open r e ading fr a m ethatini
tiates fr o m A T Ga nd ter min ates at
T G Ac odon w a str a n slated.
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Fig. 3. Align m e nt of M M Pa min o a cids equ e n c e s. Allthe reported hu m a nM M Ps are listed a nd aligned with the dedu c ed
M M P-Xlpr otein. T he hydrophobic str etch at the C-termin u s of M M P-Xlprotein is u nderlin ed･
8か らな る蛋白質が コ ー ド され る オ
ー プ ソ リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
が認め られ た( 図2). 予想され る こ の 遺伝子産物に は M M Pに
特徴的な ア ミ ノ 酸 配列が保存 され て い る だ け で な く I M M
P





の カ ル ポ キ シ ル 末端付近に 既知の M M Pに は 存在 しな い , 24の
疎水性ア ミ ノ 酸が 連続 した 細胞膜貫通構造と予想され る領域を
有 して い た (図 3). こ の 遺 伝子産物 は分泌型 で あ る 既知 の
M M Pに は 存在 しな い 細胞膜貫通構造を持 つ こ と か ら, 膜 介在
Hinge Hc m ope xh
l~ 1
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prolin e-rich s equ e n cepote ntially fu n ctio ning as a hinge r egio n;
tr a n s me mbr a n edo m ain char a cteristic of M M P-Ⅹ1 protein ･









でr a n S恵mbra ｡ e
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M T- M M Pの 遺伝子単離と蝕能解析
型の 蛋白である こ と が示 唆 され た (図4). よ っ て , こ の 新 しい




I M T- M M P遺伝子発現の解析
実際 に M T-M M Pm RNA が と =組織 ∴細胞株に お い て 発現
して い るか , ノ
ー ザ ソ プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法に て
検討 した . M T-M M Pm R N Aの 発現は 王 検討 した ほ と ん どの 臓
器 で 4.5kbp の メ ッ セ ー ジ と して 検出 され , 胎盤 , 肺 , 腎臓で ほ
特 に 強 い 発現が認められた . ま た , 脳 に おけ る発現は検討 した
臓器 の 中で最も弱か っ た (図5 A).
細胞株に お い て は ぃ 扁平上 皮癌 O S C-1 9細胞 , 胎児肺線維芽
細胞 H E L細胞で M T-M M Pm R N A が比較的強く発現 して い
た (図5 王=.
Ⅲ . M T- M M P遺伝子産物の同定
1 . M T-M M P遺伝子導入細胞の 細胞産生物 の 検討
M T-M M P遺伝子産物を同定す るた め , M T-M M P遺伝子を
導入 した C O S-1細胞を 用 い て抗 M T- M M P抗体(319-333ア ミ
ノ 酸 残基 , C D G NFD TV A M L R G E Mを 認識す る 11 3-5B 7抗
体;160-173 ア ミ ノ 酸残基 , R E V P Y A YIR E G H E K を認識す る
114-1 F2 抗体; 498-512ア ミ ノ 酸残基 , P K S A L R D W M GC P S-
G Gを 認識す る 118-3B l抗体) で免疫沈降実験 を行 っ た .
図 6 Aに 示 した ように , M T-M M P遺伝子導入細胞 の 細胞
解液か ら の み , ア ミ ノ 酸配列か ら予想 され た 分子量に 相当す る
63k Da の 蛋白が検出された . こ の 63k Da の 蛋白は認識す る エ
ピ ト ー プ の 異な る 3種類の 単 ク ロ ー ン 抗体 に よ っ て 共通に 沈降
す る こ とか ら , 63k Da の 蛋白ほ M T- M M P遺伝子産物で ある と
結論 した . また , 図 6 Bに 示 し た よ う に , 分泌 型蛋白 で あ る
A
Pla s mid‥ ControI M T
- M M P
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TI M P-12 制 が培養上清と細胞溶解液 の 両方か ら検出 された の に
対 し, M T- M M P は培養上清中からは検出され なか っ た .
2 . 免疫染色
M T-M M P が細胞表面に 発現 して い る こ と を確証する た め ,
M T-M M P発現 プ ラ ス ミ ドお よび 対照と して pS G-5 プ ラ ス ミ
ドを 遺伝子導入 した細胞を末固定 で 抗 M T- MM P抗体 に よ り
蛍光抗体法に て 免疫染色 した .
図 7 に示 した よう に , M T- M MP 発現プ ラ ス ミ ドを 遺伝子導
入 した 未固定細胞はそ の 細胞表面が染色され る の に 対 して , 対
照群は 染色され なか っ た . こ の こ とか ら M T-M M P が細胞表面
に発現 して い る こ とが確認された .
Ⅳ . M T- M M P の前駆体 M M P-2 活性化離
1 . M T- M M P遺伝子導入細胞 に よ る前駆体 M M P-2 活性化
癌細胞の 表面で活性化 される前駆体 M M P-2 の 活性化困子が
膜結合型の メ タ ロ ブ ロ テ ナ ー ゼ で あ る と い う 報告
25卜 2T)を も と
に , M T-M M P がこ の 前駆体 M M P-2活性化因子である可能性
を検討L た.
M T-M M P遺伝子導入 に よ る ゼ ラ チ ナ ー ゼ (M M P-2 と
M M P-9) へ の 影響を 検討す るた め , 前駆 体 M M P-2 と前 駆体
MM P-9 塵生細胞 である ヒ ト線維肉腫 H T lO80細胞と マ ウ ス 線
維芽細胞 NI H 3T 3細胞に M T- M M P遺伝子を導入 した . ゼ ラ チ
ナ ー ゼ の 活性は ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ 一 に て観察 した細
聞)
.
M M P-2 ほ他 の M M P と同様 に 不 活性型 M M P-2( 前駆体
M M P-2) と して 細胞上清中に分泌 され る . こ の 前駆体 M M P-2
の 活性化ほそ の 産生細胞で ある H Tl O80細胞 を コ ソ カ ナ バ リ ン
A(conc a n a v alin A, Co nA)で処理 す る こ と で起 こ る こ とが知 ら








Fig. 6. Dete ctio n ofthe M T-M M Pge n epr odu ct. (A)C O SpI c ells tr a nsfe cted with M T- M M Pe xpr essio nplasmid(MT-M M P)or
V e CtOr pla smi d(c o ntrol) w erelabeled with[35s]- m ethio nin e a nd a,n alyz ed by im m u n opr e cipitatio n with m o n o clo n al antibodies
(a ntibodie sl13-5 B 7, 11 4-1 F2a nd 11 8-3B l)rais ed again st synthetic M T- MMP peptide s orpre-im m u n e m o u seIgG (Pr e-im ･) as
des cribed in
``
Materials a nd Methods
"
. (B)C OS-1 c ells w er e c o-tran Sfected with M T-M M Pa nd TI M P-1 pla smi申 a s a s e cr etory
protein. Culture s uper natant(Sup)a nd c ellIysate s(Ce11) w ereim m u n opr e cipitated with a ntibodie s again st M T- M M P(113-5B 7)
a nd TI M P-1(a TIM P-1), a nd with pr e-im m u n eIgG(Pre-im .).
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Fig. 7. Im m u n o staining･ C O S
-1 c ells tr a n sfe cted with M T-M M P(M T-M M P) or v e ctor pla smi d(Co ntr ol) w er e stain ed witho ut
fix atio n u sing a ntibodyl13
-5B 7a nd goat a nti- m O u S eIgG a ntibody c o njugated withflu or es c ein is othio cya n ate(FIT C)･
C81s: H T l O 80
A d 抽 濾㊥
Fig.8. Pr o c e ssing of late nt M M P
-2 by M T- M M Pe xpre ss
-
io n. Gelatin zym ogr aphy of c o ndit on ed m ediu m of
H Tl O80c eus a nd NIH 3 T3c eus. H Tl O80c els w er e
tr a n sfe cted with M T-M M Ppla s mid(M T-M M P), V e CtOr
plasmi d(c o ntrol), O r tr e ated with l OOFLg/ ml Co nA ･
NIH 3 T 3c ells w er e als otr an sfe cted with M T
-M M Ppla smi d
(M T-M M P), V e CtOrpla smi d(c o ntrol)･ Aliqu ots of c o ndit
-
o n ed m ediu m w er e a n alyz ed by gelatin zym ogr aphy a s
described in
"
Mate rials a nd Methods
"
.
チ ソ ザ イ モ■グ ラ フ ィ ー を 用い て , 実際に Co nA 処理 H T lO 80細
胞 に よ る前駆体 M M P-2 の 活性化を調べ た . そ の 結果 , 図 8に
示 し た よ う に H T lO 80細胞 を Co nA で処 理 す る と 前駆体
M M P-2(66k Da) が 活性化中間体(64k Da) と 活性型(62kDa)の
2本の バ ン ドに 変換 され た .
一 方 , M T-M M P遺 伝子 を導 入 し た HT lO80細胞 か ら は
MM P-2 活性化中間体と活性型 に そ れぞれ対応す る 64k Da と
62k Da の バ ン ドが検 出さ れた . しか し , 対照 と して pS G-5 プ ラ
ス ミ ドを 遺伝子導入 した 細胞 か ら は 前駆体 M M P-2 と前 駆体
M M P-9 に 相 当す る バ ン ドは 認 め ら れ た が , 活 性 化 さ れ た
M MP-2 は 検 出 で き な か っ た . ま た , NI H 3 T 3細 胞 に
MT-M M P遺伝子 を導入す る と , 66, 6 4, 62k Da と 3本の バ ン
ドが認 め られ る の に対 し, 対照 と して の pSG-5 プラ ス ミ ド遺
伝子導 入細胞 で は 前駆体 M M P-2 に 相 当す る 66 k Da の バ ン ド
の み が 検出さ れ た . 以上 よ り , 両 細胞 に M T-M M P遺伝子を導
入す ると Co nA 処理 と同様 の 前駆体 M M P-2 の 変化 (活性化)
が誘導 され た .
2 . M T- M M P遺 伝子導 入 細胞 の 膜分 両 に よ る 前駆 体
M M ヤー2 活 性化
Co nA 処 理 に よ っ て 起 こ る前駆体 M MP-2 の 活性化作用 ほ 細
胞膜分針 こ存在す る と の 報告
2引､ 271
か ら , M T-M M P遺伝子導入
細胞 の 細 胞膜 分画 を 調製 し , 細 胞 膜分画 に お け る 前駆体
M M P-2 活性化能 の 存在 を検討 した . まず , M T-M M P遺伝子
を導入 した C O S-1細胞 の 膜分酎 こ M T-M M P が存在す る こ と
を ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法を 用 い て 検証 した .
図 9 Aiこ示 し た よ う に , M T-M M P遺 伝子 を 導 入 し た
C O S-1細胞 の 険分画 に ほ 63k Da の M T-MM P が存在する の に
対 し, 対照 と して の pS G-5 プラ ス ミ ド遺伝子 導 入 細胞 の 膜分
画か らは何も検出されな か っ た .
M T-M M P が細胞膜分酎 こ存在す る こ とか ら , こ の 膜分画が
H Tl O80細胞の 培養上清中の 前駆体 M M P-2 を活性化す る可 能
性を検討 した . ゼ ラ チ ナ ー ゼ 活性ほ ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー
iこて 調 べ た .
囲 9 Bに 示 すよ う に , M T-M M P遺伝子を導入 した細胞 の 険
分画 は ぜ ラ チ ン 分解能を 示 さ なか っ た . M T-M M P遺伝 子導 入
細胞 の 険 分画 と H Tl O80細胞 の 培養 上 清 を 反応 さ せ る と
64k Da と 62k Da の バ ン ドが 認め られ た . こ の バ ン ド は ConA
処理 H Tl O80細胞 に よ り前駆体 M M P-2 が活性化 され る際に 検
出 される バ ン ド に 相当す る . H Tl O80細胞 の 培養上 清単独 で
も , ある い は 対照と して の pS G-5 プラ ス ミ ド遺 伝子導入細胞
の 膜分画と培童上清を反応 させ て も こ の バ ン ドは 検 出 さ れ な
か っ た . ま た , 両袖胸膜分画は前駆体 M M P-9 に 影響 を及ぼさ
なか っ た . 以上 の 結果か ら , M T-M M P■と前駆体 M M P-2 活性
化国子 が 細胞膜分画 に 一 致 して共存す る こ とが 示 され た ･
M T-M M Pの 遺伝子単離と機能解析
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Fig･ 9･ Pr o c es sing of late nt M M P-2 with pla s m a m e mbra n efra ctio n of M T-M M Ptra nsfe cted c e11s. (A) W ester nblotting of
pla s m a m e mbr a n efr a ctio n s. T he pla s m a m e mbr a n efr a ctio n s w er eprepa red fr o mthe C O S-1 c ells tr a n sfe cted with M TrM M P
(M T-M M P) a nd v e ctor(c o ntr ol)pla s mid, a nd a n alyz ed by w ester nblotting as de scribed in " Materials a nd Methods" . (B)
Gelatin zym ogr aphy of pla s m a m e mbr a n eprepar atio n s. Pla s m a m e mbr a n efra ction s of C O S-1 c ells tr a n sfe cted with M T-M M P
(M T-M M P) or v e ctor(c o ntr ol) pla s midw er ein c ubated with(+)o r witho ut( - ) c o ndito n ed m ediu m fro m H Tl O80c ells. After
in c ubatio n, the se sa mple s w eranalyz ed by gelatin zym ogr aphy.
考 察
未知の M M P遺伝 子 を単離す るた め に , RT-P C R法に よ っ て
様 々 な 組織 で 発現 して い る M M P遺伝子 の 増幅を行 っ た . 解析
した1 68ク ロ ー ン の う ち112ク ロ ー ン は 既知 の M M P遺伝子 で
あ っ た . 単 離 さ れ た M M P遺 伝 子 ほ M M P-1 が 31 %,
MM P-2 が 37%, M M P-3 が 14 % であり , 大部分が こ の 3種の
MM P遺伝子 で 占め られ て い た . こ の 結果ほ多く の 腫瘍や艇織
に お い て こ の 3種 の M M P遺伝子 が最も多 く発現 し て い る と
い う報告と 一 致す る3 1-. しか し , こ の 方法で は 胎盤組織 に お い
て 大量に 発現 して い る M M P-11遺伝子20)は 検出され なか っ た .
また , 好中球 コ ラ ゲ ナ ー ゼ/M M P-8遺伝子32
､
も こ の 方法 で 検出
で きな か っ た .
胎 盤組織 か ら得 られ た 5 ク ロ ー ン は M M P遺伝子 と 相同性
を持 つ 新 しい M M P遺伝子 の cD N A断片 と思 わ れ た . こ の
CD N A断片を プ ロ ー ブと して ヒ ト胎盤 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー を
ス ク リ ー ニ ン グ した 結果 , 3.4kbp の cD N Aの 単離 に 成功 し
た . こ の cD N Aに コ ー ドされ る蛋白質に は M M Pの 間で特徴
的な ア ミ ノ 酸配列や共通な ド メ イ ン 構造 が存在 して い た . こ の
蛋白質の 特徴 と して 3 つ の 挿入配列 を有 して い る こ と が挙げ ら
れ る . 1 つ ほ プ ロ ペ プチ ド ドメ イ ン に M M P-11 と同様 な1 0ア
ミ ノ酸 の 挿入 配列が , キ ャ ク リ テ ィ ッ ク エ ソ ザ イ ム ドメ イ ン に
も 8 ア ミ ノ 酸の 挿入 配列が存在 して い た . 最も興味あるも の が
カ ル ポキ シ ル 末端付近の 約60ア ミ ノ 酸か らな る挿入 配列 で , こ
の 挿入配列ほ細胞膜を貫通す るの に 十分な24の 疎水性 ア ミ ノ 酸
が 連続 した 細胞膜貫通構造と 予 想され る領域を有 して い た . 分
泌 型の 既知の M M Pに は 存在 し ない 細胞膜貫通構造 を こ の 蛋
白質が有 して い る こ と か ら , こ の 新 しい M M P を M T-M M P と
命名 した .
M T-M M PmR N Aは ヒ ト組織 に お い て 4.5kbp の バ ン ドと し
て 広範に 発現が認め られ , 特に 胎盤 , 肺 , 腎臓で 強い 発現が認
め られた . 種々 の 細胞株 に お い て もそ の 発現が 認め られ た が ,
由来臓器 や 細胞型等に 特徴的な事項 は認め られ な か っ た 巨 魁織
浸潤の 活発な胎盤組織で特に 高く M T- M M Pm R N A が発現 し
て い る こ と か ら , M T-M M Pは 組織浸潤 に 重要な役割 を担 っ て
い る と思わ れた .
M T-M M P遺伝子産物 は遺伝子導 入細胞 で 63k Da の 蛋 白と
して検出 された が , 膜蛋白 で あ ると の 予想通 りに 培養上清中か
らは検出 されなか っ た . また , M T-M M P遺伝子導入細胞を未
固定 で 免疫染色す る こ と に よ り , M T-M M P が細胞表面で発現
して い る こ と が確認 され た .
癌細胞の 浸潤 ･ 転移に 対す る物理 的障害 である基底膜 の 主 成
分 であ る Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン を 基 質 と す る Ⅳ 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ
(M M P-2 と M M P-g)は , 癌細胞の 浸潤 ･ 転移 に最も関係深 い 細
12 滝
飽外 マ ト リ ッ ク ス 分 解酵素 と 考 え ら れ て い る
l-31-
. 中で も
M M P-2 の 過剰発現 は乳癌, 大腸癌 , 胃癌な ど多く の 悪性腫瘍
組織 で報告 され て きた
掛 澗-
. そ の 発現 ほ 浸潤 した 癌覿織 に 近接
した 問質線維芽細胞 に局在3}11)31}して お り , 試験管内実放 で ほ 癌
細胞 の 浸潤偽足 の 細胞険表面 に M M P-2 が結合 して い る との 報
告 即 9)も ある . また , 高浸潤性 の肺癌 お よ び乳癌観織で は 活性型
M M P-9 よりも活性型 M M P-2 が高頻度に 見られ る こ と な どか
ら ∴ 活性型 M M P-2 の 増大は癌細胞の 浸潤 ･ 転移能獲得 と相関
す ると 報告 されて い る細川
-
. プ ラ ス ミ ン , トリ プ シ ン , カ テ プ シ
ソ G等 の セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ほ 前駆体 M M P-1, 前 駆 体
M M P-3, 前駆体 M M P-9 を活性化す るが 前駆体 M M P-2 を活性
化 できな い こ とか ら , 前駆体 M M P-2 は異な っ た活性化機構 を
持 つ と想定 されて い た
12)
. また , 前駆 体 M M P-2 の 活性化は癌
細胞表面 で 起 こ る こ と が 報告 され て い る2‡'28- . こ の 前 駆 体
M M P-2 活性化因子 は未知 の 膜結合型 メ タ ロ プ ロ テ ナ ー ゼ で あ
る と 予想 され て い た25 卜 27). M T-M M P は細胞膜 に 存在す る
M M P であ るか ら , M T-M M P がこ の 前駆体 M MP-2 活性化田
子 で ある可能性が考えられた . H Tl O80細胞を Co nA で 処理 す
る と , 前駆 体 M M P-2 が活性化中間体と活性型 へ と活性化され
る こ と が知 られ て い る . HTl O80細胞 に M T-MMP を発現 さ せ
る と Co nA 処理 と 同様 な前駆体 M M P-2 の 変 化が誘毒され た .
M T-M M P発現に よ る前駆体 M M P-2 の 活性化ほ H Tl O80細胞
で の み起 こ る現象 で は なく t NI H 3T 3細胞に お い て も認め られ
た . ま た , M T-M M P は細胞膜分画に存在 して お り , こ の 細胞
膜分画でも前駆体 M M P-2 の 活 性化 が誘導 さ れ る こ と か ら
M T- M M P が新 しい 蛋白合成を介 さずに 直接前駆体 M M P-2 を
活性化する反応に 関与 して い ると 考え られ る . こ の 結果 は ▲ こ
れまで , 未同定 の 前駆体 M M P-2 活性化因子が細胞表面 で発現
する膜結合型 メ タ ロ プ ロ テ ナ ー ゼ と考え られ て い た こ と と
一 致
する . こ の こ と か ら , 筆者が 単離 に 成功 した M T-M M P は その
存在 が 予測 ほ さ れて い た が , 未 同定 の ま ま で あ っ た 前 駆体
M MP-2括性化因子であ ると 結論 した .
前駆体 M M P-2活性化国子であ る M T-M M Pの 単離 に 成功 し
た こ と に よ り , 周囲 の 問質細胞 が 主 と し て 塵生す る前駆体
M M P-23)1 1)31一を癌細胞 が浸潤先端部 の 膜上
25 ト 27)で M T-M M Pに
ょ り活性化 し , 効果的 に E C M を分解 しで 浸潤す る機牒㌍ を具
体的に 捉 え るた め の 研究が 可 能と な っ た と考 え られ る .
結 論
R T-PC R法を 用 い た 新 Lい M M P遺伝子単離法 を開発 L て
以下の よ うな結果を得た .
l . 胎盤鼠織か ら新 しい M M P遺伝子を コ ー ドす る 3･4k bp
の CD N A(M M P-Ⅹ1 遺伝子) を得 た .
2 . M M P- Xl遺 伝子産物 は M M Pフ ァ ミ リ ー に 共通 な ドメ
イ ン 構造を 有 しなが ら も, そ の カ ル ポ キ シ ル 末端付近 に24の 疎
水性 ア ミ ノ 酸が 連続 した細胞膜貫通構造 と予想 され る領域 を有
して い た , よ っ て , こ の 新 しい M M Pを膜塾 M M P(m e mbr a-
n ety pe-MM P, M T
-M M P) と命名 した .
3 . M T- M MP 遺伝 子発現 は 4,5k bp の メ ッ セ ー ジ と し て と
=阻織 に お い て ほ 特に 胎盤, 次い で肺 , 腎臓で 強く発現 して い
た .
4 . M T-M M P遺 伝子産物ほ細胞膜表面 に 63k Da の 蛋白 と し
て 検出 された .
5 . M T,M M P が発現する こ とに よ り , 前駆体 M M P-2 の 括
野
性化が認め られ た .
6 . M T-M M Pの 前駆体 M M P-2活性化能は細胞膜に 共在す
る こ と が 明か とな っ た .
以上 の 結果か ら , M T-M M P ほ末同定 の ま まで あ っ た 前駆体
M M P-2活性化因子である と結論 され た .
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Xeyw o rds e xtracellular m a血 但CM), C an C er m etaStaSis, m atrix m etaloprotein ase(M MP), m e mbra ne type
- M M P
(MT- M M P), gelatin aseA(M MP-2)
Ma打ix m etalloproteinas es(M M P) ar eimportant enzymeS reSpO nSiblefbr the dissolution ofe xtracellular m a血 但CM)
stru Ctureduringtu m orin vasio n and m etastasis･ T her e are nin ekn o wn M M P that are e nc oded bydiffere n tgen es･
Ho w e v er,
the c o mplexity of the ECM c om ponents suggeststhatthere ar e m OreM M P in v oIved in the ef ncient tt
m - OVer Of E C M･ In
additio n, a m e mbra n e-bo und MMPispostulated as an activ atorforin activelatentM M P
-2･
r
m u S, tOidentifysu chn e wM M P
genes, CD NA wereprepar edfro m various sourc e s a nd M M Pgen e&agm e nts
we r e amPli 負ed by rever s e tr a n s cri bed-PCR
(R T-P CR)with degen erate oligo prim ers c orrespo ndingto the highly c o nser ved amin o acidresidu es am Ong M MP family･
Fr agm e nts were subclon edinto aplas midvector andn u cleotide sequ enc es of
168clo nes w ere analyz ed･ 1 12c10 neSW er e Of
thekn ow n M M Pge nes and5 clone sw er e cD N A fragm ents ofa new M M Pgene, Which w er e
hom ologous wi ththe M M P
ge nes. A 3.4 k bas epair(bp)cD N Awas obtain ed 魚
･
Om hum a nplace ntacD N Alibrary by scre e ning withth is cD N A
&a･gm ent aS aPrObe･ A lo ng open reading fram e thatpotential1y en codes582 amino acids w asidemi 鮎d･ T bededu cedgen e
producthadsimilardo min stru CtureS tOthe know nM M Pand a unique
2 4 hydr ophobic amin o acids stretch(tr an Sm e mbra ne
dom ain), Whichis sufficient topas thr oughtheplas m a m e mbr an e, atthe c arboxylter minus･ T bis predicted tran S m e mbran e
do m ain athe c arbo xyltermin usdo es n ote xistin otherM MP･ T hus, W e Cal1 thispr odu
ct m e mbr an e type- M M P(M T. M M P)･
The productof M T- M MP gen e w asdete cted as a63k Da protein fr o mthe c ells tr an S
fected with MT- M M Pplas mid･
Actually, l m m u n O St al nl ngOf the ce1s b
･
an Sfected with MT- M M Pplas midusing an ti- M T- M M Pantibody rev eaied that M T
-
M M Pe xpr ess ed o nthe ce11surface･ W orking o nthe kn o wledge that the expr ess
ion of M T- M M Po nthe c ellsurfac e
c on sited with the activator of late nt M M P-2 des cri bedpreviously, W ein v esngated the function of M T
-M M Pas such an
activ ator. Expressio n of M T- MM Presultsin co n version alatent M M P
-2(66 kDa)toan aCtivefor m(62 k Da)thr ough an
inter m ediatefor m(64 kDa). These results suggested that M T- M MPis the activatorforlatentMMP
-2･
